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平成29年度研究医養成プログラム
修了報告
巻頭言
 富山大学大学院教育部部長・医学部長　北島　勲
　近年，医学部を取り巻く教育環境が激変し，卒業生の大多数は臨床に進み専門医を目指すようになりまし
た。その結果，基礎医学を目指す医学生は全国的に激減し，わが国の医学研究が崩壊する危惧が表面化して
きました。このような背景で，学士から学生の研究心を醸成させ，将来，基礎医学や臨床医学研究の柱とな
る人材を育成することを目的として，全国医学部で，「研究医養成プログラム」が導入されました。本学でも，
平成23年11月24日に大学院医学薬学教育部医学系部会において，「大学院定員充足の方策について」につい
て審議があり，その中で，「研究医養成コース」として学部学生を対象とした新たなコースを設けることが
決定しました。その修了要件は，①最低 3 年間以上履修すること，②学会発表等の一定の成果を必要とする
としました。また，平成23年12月22日に，①研究医養成プログラムを新たに設けること，②修了要件につい
ては所属講座で研究活動を継続し，一定の研究成果を上げることが追加決定されました。
　リサーチマインドを有した医師育成は，わが国の医学教育における重要な到達目標の 1 つであります。富
山大学医学部では，国際基準に準拠した医学教育を実践するために，平成27年 9 月に「分野別認証評価」を
受審し，平成29年 4 月から平成35年 3 月31日までの「認定」を頂きました。審査において，「研究マインド
の涵養のために研究医養成プログラムを立ち上げ，毎年継続して修了者を輩出できていることが評価でき
る」という講評も頂いております。
　さて，平成29年度は研究医養成プログラムを終え，審査をパスした 3 名を修了認定致しました。①シナプ
ス形成の分子機構と脳局在発現に関する研究，②大腸がん浸潤に関する 4 つの分子に対する解析，③乳がん
細胞の極性制御因子LKB 1 の詳細な解析研究が行われました。その研究成果は学会等でも発表されていま
す。修了者の研究レベルは高く，当初の医学研究心を醸成するという本プログラムの目的は十分に達成でき
ていると思います。修了生には，講義や臨床実習とともに研究を継続してきた日々の努力を高く評価したい
と思います。また，指導を担当していただいた先生方には，きめ細かくかつ時に厳しいご指導とともに，「研
究者の卵たち」に温かい励ましや研究環境を提供して頂きましたことを改めて感謝申し上げます。
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PTPδスプライスバリアントのシナプス形成における機能解析と
脳部位別発現解析
畦地　健司　分子神経科学講座（指導：森　寿教授）
［はじめに］
　受容体型チロシン脱リン酸化酵素（PTP）δはシ
ナプス前膜に発現し，トランスにシナプス後部構造
を分化誘導するシナプスオーガナイザーとして注目
されている。PTPδの細胞外領域のIgドメイン内に
は 2 か所の選択的スプライスサイト（Aサイト及び
Bサイト）が存在する。これまでにAサイトには 9 ，
6 及 び 3 アミノ 酸 よりなるミニエクソンペプチド
（me）Aが，一方Bサイトには 4 アミノ酸よりなる
meBが挿入され，両サイトに挿入されるペプチド
の有無と組み合わせによって少なくとも 8 種類の
PTPδ スプライスバリアントが 作 り 出 されること
を報告してきた。本研究ではシナプス形成における
PTPδの選択的スプライシングの機能的な意味を
明らかにすることを目指した。
［結果］
　各PTPδスプライスバリアントの細胞外領域の
組換えタンパク質をコートしたビーズと神経細胞を
共培養すると，ビーズの周囲にシナプス後部構造を
誘導することが出来た。meBを持つPTPδスプラ
イスバリアントはグルタミン酸作動性（興奮性）シ
ナプス後部を選択的に誘導するのに対して，meB
を 持 たないPTPδ スプライスバリアントはグルタ
ミン酸作動性及びGABA作動性（抑制性）シナプス
後部を誘導した。更にmeAの長さに比例して，シ
ナプス誘導能が上昇した。次に，私達の同定した
PTPδ リガンドについて 各 スプライスバリアント
に対する結合特性を調べたところ，少なくとも 3 つ
のリガンドがmeA, B依存的にPTPδと結合し，シ
ナプスオーガナイザーとして機能することが明らか
になった。すなわち，スプライシングによるPTPδ
のmeA及びmeBの選択は，シナプス後膜に存在す
る特定のシナプスオーガナイザー分子との結合を規
定し，誘導するシナプスの興奮性あるいは抑制性の
性質を決定する可能性が示唆された。そこで，脳内
各部位のPTPδスプライスバリアントの発現分布
を調べた。11日齢のマウスから取り出した大脳皮
質，小脳，視床，海馬，橋核における各スプライス
バリアントの発現比率を調べたところ，橋核で他と
異 なるスプライスパターンを 示 すことが 明 らかに
なった。併せて，最近ミニエクソンのスプライシン
グに関わる因子として報告されたSrrm 4 の発現量
が，橋核では低くなっていることもわかった。
［考察］
　PTPδはその細胞外Igドメイン内の 2 か所のスプ
ライスサイトの挿入されるミニエクソンペプチド配
列を変えることにより，結合するシナプス後膜のシ
ナプスオーガナイザーを変え，特異的なシナプス誘
導を担うことが示唆された。更に各PTPδスプライ
スバリアントの発現比率が脳部位によって異なるこ
とから，脳 部 位 ごとに 異 なるシナプスオーガナイ
ザー系を使い分けてシナプス形成を調節することが
示唆された。
［成果公表］
畦地健司，吉田知之，岡本志穂，森寿．PTPδスプ
ライスバリアントのシナプス形成における機能解析
と脳部位別発現解析；第33回日本生化学会北陸支部
大会；2015　May 23；富山．
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大腸癌の浸潤に関与している因子の探索
植田　寛生　病理診断学講座　（指導：井村　穣二教授）
［はじめに］
　大腸癌の浸潤・転移性を獲得する過程では各々の
段階において，様々な因子が関与してそれらを制御
しているものと考えられる。今回，これら浸潤過程
を制御する因子を捕捉することを目的とした実験モ
デルを作成するために，高浸潤性の性格を有した大
腸癌細胞株のサブクローン化の樹立を行った。ま
た，これら細胞株の発現遺伝子について網羅的解析
を行い，浸潤との関連性が考えられる遺伝子を同定
することを試みた。
［材料と方法］
1 ．材料
　用 いた 材 料 はヒト 由 来 大 腸 癌 培 養 細 胞 株
（DLD 1 ，HCT116） で， 細 胞 培 養 は37℃， 5 % 
CO2で維持した。
2 ．高浸潤性細胞のサブクローン化
　 両 細 部 株 を，BD BioCoatTM BD MatrigelTM 
Invasion chamber （BD）を 用 い，Upper chamber
に一定数の細胞を播種後，Matrigel内を浸潤，下部
の膜孔（φ8μm）を通過後，下層のLower chamber
内に落下し，底面に付着した細胞を回収，再度，
Upper chamberに播種させる操作を計 6 回行って，
高浸潤性細胞株を得た。
3 ．浸潤能測定
　xCELLigence RTCA, Cell Invasion/Migration 
-Plate 16 （ACEA）を用いて，浸潤能を測定した。
4 ．網羅的遺伝子解析
　元となった親株と高浸潤性細胞から全RNAを抽
出 し， 3 ’ IVT PLUS Kit, Human Genome U133 
Plus 2.0 Array, Fluidics Station 450, Hybridization 
Oven 640, Scanner 3000 7 G （Affymetrix）, 
GeneSpring （Agilent）による網羅的遺伝子発現解
析を行った。
5 ．RT-PCR
　網羅的遺伝子解析の結果，高浸潤性で発現の亢進
がみられた遺伝子ついて，RT-PCRにて確認した。
［結果］
1 ．浸潤性の経時的変化
　計 6 回の継代を経て得られた高浸潤性細胞は，
HCT116で 3 倍の，DLD 1 で4.5倍の浸潤性が亢進し
ていた。
2 ．高浸潤性細胞株の細胞形態の変化
　両親株とも多くの細胞は多稜形を示しながら敷石
状に結合した集塊を形成しているのに対し，高浸潤
性細胞は孤在性細胞が多く認められ，また個々の細
胞形態も紡錘形を主体として，また，糸状あるいは
葉状突起の形態を示すものも多く認められた。
3 ． 高浸潤性細胞において発現が亢進している遺伝
子
　親株に比して高浸潤性細胞株で発現が 6 倍以上に
亢進している遺伝子は計48個であった。その中で，
これまで腫瘍での発現亢進，あるいは浸潤性との関
連性が示唆される遺伝子，AKAP12，CDKN 2 B，
AXL，OSMR，HMGA 2 を 4 個 選 択 した。これら
に 対 するRT-PCRによるmRNA発 現 量 は10～104倍
の発現亢進が確認された。
［考察］
　多くの悪性腫瘍は原発部位に留まらず周囲に破壊
性に浸潤しながら，時によっては遠隔転移すること
が特徴とされている。この浸潤現象には様々な機構
が働いているとされ，例えば基底膜を破壊し間質に
浸潤する段階，結合織の存在する間質内を走化しな
がら浸潤する段階など様々な因子が働いていると考
えられている。前者では各種メタロプロテアーゼな
ど基底膜の分解に働く物質などが関与している。一
方，後者では細胞運動能を規定している細胞内骨格
タンパクがこれまで明らかになりつつある。これら
の因子の発見は，浸潤部位に発現している分子を捕
捉することで明らかになったものである。しかし，
in vivoで生じている浸潤現象をin vitroで再現する
ことは困難な点が多い。今回の研究では，浸潤能の
測 定 に 用 いられるinvasion chamberを 応 用 し，
Matrigelを浸潤し，膜を通過した細胞を回収，再度，
同様にMatrigel上に播種する操作を繰り返すこと
で，多機能を持った細胞株から浸潤性の高い細胞の
みをサブクローン化するユニークな研究でもある。
　得られた細胞株は，親株とは異なった性格を有
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し，もちろん，高い浸潤性を示すだけでなく，細胞
形態も異なっていた。さらに高浸潤性細胞では多く
の遺伝子の発現が亢進しており，腫瘍での発現や浸
潤性との関連性が示唆されているものが含まれてい
た。その中でもAKAP12，CDKN 2 B，AXL，OSMR，
HMGA 2 の 4 遺伝子が抽出された。これらの遺伝
子は高浸潤性細胞で10～104倍の発現亢進が認めら
れたことからも浸潤との関連性が強く示唆される遺
伝子と考えられる。
　AKAP12 遺 伝 子 はA Kinase （PRKA） Anchor 
Protein 12をコードしており，大腸癌では一方の報
告でメチル化による発現抑制が，他の報告では発現
の亢進がみられたなどの異なった挙動を示してい
る。今回の結果からは，後者を支持するもので，し
かも，浸潤性を増した細胞で亢進していることは興
味 深 いことである。CDKN 2 B 遺 伝 子 はCyclin-
Dependent Kinase Inhibitor 2 Bをコードしており，
細胞周期関連遺伝子として認識され，多くの腫瘍で
メチル化による発現抑制を示している。浸潤性との
関連性には不明な点も多く，今後，更なる検討が必
要 と 思 わ れ る。AXL 遺 伝 子 はAXL Receptor 
Tyrosine Kinaseをコードし，多くの大腸癌細胞株
で発現が亢進している。腫瘍細胞における主たる機
能としては，増殖や遊走性との関連性が示唆されて
おり，本研究でもInvasion assayの一部には遊走能
の一部も関わっている点では，高浸潤性細胞が遊走
能も高いことを反映しているのではないか。OSMR
遺伝子はOncostatin M Receptorをコードしており，
興味ある報告として非浸潤性の大腸癌の多くでメチ
ル化による発現抑制を受けているらしい。本遺伝子
のプロモーター領域における脱メチル化により浸潤
性を獲得する可能性も考え得る。最後にHMGA 2
遺 伝 子 はHigh Mobility Group AT-Hook 2 をコー
ドしており，BACH 1 により制御を受け，大腸癌の
浸潤性の関連性が示唆されている。
　大腸癌の発育進展には多くの遺伝子が関連してい
ると思われるが，その中で，腫瘍細胞の持つ特徴的
な生物学的特性の一つでもある浸潤性を制御する遺
伝子を捕捉することができた。また，本研究で用い
た高浸潤性細胞株をサブクローン化する手法は，今
後，他の腫瘍細胞株でも応用可能な新手法ともいえ
る。
［成果公表］
植田寛生，高木康司，下村明子，辻本紗織，米田千
里，南坂尚，中嶋隆彦，三輪重治，林伸一，井村穣
二．大腸癌の浸潤に関与している因子の探索．第
105回日本病理学会総会．2016.5.12-5.14，仙台.
乳癌の組織構築を規定している極性を制御する因子の同定
畠野　真帆　病理診断学講座（指導：井村　穣二教授）
［はじめに］
　乳癌では多彩な組織型を呈するように，腫瘍細胞
が様々な組織構築を形成することが特徴の 1 つとさ
れている。この特徴的な組織構築には腫瘍細胞の配
列によって決定されるが，その際に重要なのが細胞
の極性である。細胞極性は様々な因子によって規定
されているが，重 要 なものとしてTight junction：
TJ因子であり，また一方ではがん抑制遺伝子の一
つであるLiver kinase binding: LKB 1 も 重 要 な 役
割を演じている可能性が示唆されている。そこで，
本研究ではこの両者に関して乳癌での腫瘍細胞の極
性を制御しているか否か，相互作用について明らか
にする。
［材料と方法］
1 ．材料
　乳頭腺管癌，硬癌，充実性腺管癌，小葉癌および
浸潤性微小乳頭癌を含む計50例の乳癌手術症例より
ホルマリン固定パラフィン包埋切片と乳癌培養細胞
株（MCF- 7 ）を材料として用いた。
2 ．細胞培養
　通常の単層培養と共にEZSPHERE（IWAKI）を
持ちたSpheroid形成培養を行った。培地はRPMI-
1640（Gibco）を用い，37℃，5 %CO2下で培養した。
3 ．免疫組織化学
　 種 々 のTJ 因 子 で あ るClaudin 3 お よ び 4
（Zymed）， 8 （abcam），E-cadehrin（DACO）お
よびLKB 1 （Cell Signaling）に対する特異抗体を
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用い，BenchMark GX（Roche）にて自動免疫染色
を施し，顕微鏡下に観察した。また，蛍光二重免疫
染色を行い，TJ因子とE-Cadherinの両者の局在を
観察した。
4 ．Western blotting
　種々の条件下の培養細胞から蛋白を抽出し，上記
特異抗体に関してSDS-PAGEによる泳動による分離
とPVDF膜へのブロッティングを行い，上記特異抗
体との反応を行い可視化することで確認した。
5 ．RT-PCR
　TJ因子のmRNA発現を確認するために，種々の
培養条件下の細胞より得られたmRNAからcDNAを
作成後，増幅し，発現の有無を確認した。
6 ．siRNAによるノックダイン
　LKB 1 に対するsiRNAを作成し，培養細胞株に導
入することで，LKB 1 のノックダウン細胞を得た。
対象としてLuciferaseに対するsiRNA導入を行った。
［結果］
1 ． 乳癌組織におけるTJ因子ならびにLKB 1 の局
在
　各種乳癌では多彩な組織亜型を反映して様々な
Claudinの発現の局在に差異を認めた。Claudin 3
と 4 は乳頭腺管癌と硬癌に，Claudin 4 はそれらに
加 え 充 実 性 腺 管 癌 に 高 発 現 す る の に 対 し，
Claudin 8 は微小乳頭癌に高発現する蛍光を有して
いた。一方，小葉癌はClaudin 4 のみの僅かな発現
であった。細胞内局在の違いも認められ，微小乳頭
癌ではbasolateral側に線状発現を，乳頭腺管癌では
腺腔側に認めた。また，蛍光二重染色では，腫瘍胞
巣内におけるClaudinとE-Cadherinは異なった局在
を認めた。
2 ．単層培養とSpheroid形成細胞における差異
　Spheroidを形成する細胞ではSpheroidの形態の違
いによってClaudinの発現の局在も異なり，花弁様
の形態を示すSpheroidではbasolateralに，充実性の
Spheroidではそれらに加え，内部の細胞結合部位に
も 発 現 を 認 めた。蛍 光 二 重 染 色 ではClaudinと
E-Cadherinの発現に逆相関を認め，一方が高発現
している部位では他方が減弱している傾向が伺え
た。但 し，Western blotting解 析 では 単 層 培 養 と
Spheroid形成細胞とにTJ因子の量には違いを認め
なかったが，mRNA発現量には各TJ因子に発現量
の差異を認めた。
3 ．LKB 1 の発現の変化
　LKB 1 は正常乳管での発現は僅かであり，小葉
癌を除く，各組織型で概ね共通した所見を示し，極
性を持って腫瘍細胞が配列する際に細胞質あるいは
腺腔や細胞遊離面を優位とする発現を認めた。但
し，小葉癌での発現は一部にみとめるのみであった。
　siRNAによるLKB 1 の発現抑制細胞では，単層培
養条件下およびSpheroid形成条件下とも異なった細
胞配列やSpheroid形態に差異を認めた。単層培養下
では対象群は花弁様配列を示す一方，LKB 1 ノッ
クダウン細胞では結合性に乏しく孤在性発育を示し
た。さらにSpheroid形成実験では，対象群では強固
に結合した球状Spheroidを形成するのに対し，LKB
ノックダウン細胞では結合性も緩く，不整に突起を
伸ばすようなSphroidを形成した。LKB 1 ノックダ
ウン細胞ではClaudinの発現に大きな影響を及ぼす
ことはなく，むしろZo- 1 の発現が減弱する傾向を
示した。
［考察］
　乳癌の発生母地は大きく分けて乳管と小葉からな
る点では由来となる細胞が単純である反面，実際の
乳癌組織では様々な組織型を呈することが特徴とさ
れている。それらの組織型の違いは，腫瘍間質の量
のみならず，腫瘍細胞の配列，腺管形成の有無と形
態の違いなど腫瘍胞巣を形成する様々な要素の違い
からと思われる。その要素の中でも重要なものが細
胞極性と考える。本研究では，その点を重視，乳癌
における組織構築を規定する細胞極性を規定する因
子について探った。
　これまで，細胞極性との関連性が言及されてき
た，TJ因子とLKB 1 に注目し，各種乳癌組織にお
ける局在の差異を観察した。特に各TJ因子は各組
織型で発現とその局在も異なり，特有な細胞配列に
各TJ因子が関わっている可能性が示唆された。
　これらの組織切片における発現の局在差異を確認
するために，今回はより生体に近い実験系として
Sphroid形成実験系を用いた。これにより，通常の
単層培養ではみられない極性を持った細胞配列が観
察できた。また，TJ因子の発現の局在も通常の単
層培養では見られない傾向を，さらに，E-Cadehrin
などのAdherent junctionとは異なる局在を認めた。
即ち，腫瘍細胞が相互に結合しながらも，一方で，
ある種の極性を持って配列する際にはTJ因子が
E-Cadherinと共に相互に作用しながら配列を規定
している可能性を示唆するものである。
　LKB 1 も重要な細胞極性を規定する因子である
ことが明らかになった。但し，組織切片を用いた免
疫染色では，各組織型とも共通した発現様式を示
し，直接的に極性に関与していないものの，何らか
の制御をもたらしている可能性が考えられた。この
ことはsiRNAを 用 いたLKB 1 ノックダウン 細 胞 で
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は細胞結合の減弱と共に極性の喪失が認められ，さ
らにTJ因子の中でもZo- 1 の発現を制御しているも
のと考えられた。
　以上のごとく，乳癌における組織構築には様々な
因子が関与すると思われるが，TJと供にLKB 1 も
重要な働きを担っていると思われる。
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